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1

I. EinSieti rész

Bevezotée
Az aromások jódozácát különféle körülmények köz ti 

ás a peroxidázok nem specifikus szerepét a jód, általá­
ban e halogének beépítésében sokan tanulmányozták /Ro­
che és munkatársai 1954* Covelli ée í.olf 1966; Hager ée 

munkatársai 1963; Thomas ée Hager 1969/ miután ez a 

reakció a tiroxin szintézis alapja a pajzsmirigybea. E- 

zen vizsgálati módszerek igen változatosak, de megegyez­
nek abban, hogy először izolálták a jódozott származé­
kokat, majd meghatározták a jódbeépülés helyét az orga­
nikus vegyületekbe.

A pajzsmirigy hormonja a tiroxin, szerkezetét tekint­
ve tetrajéd-tironin. /Dijódoxifenil-dijódtirozin/« Rádio- 

aktiv jód izétáppal végzett kisárietek arra mutattak, 

hogy a pajzsmirigy a jódot csaknem 100-вaor gyorsabban 

köti meg ée tárolja, mint az egyéb szövetek, A tiroxin 

szintézis úgy megy végbe, hogy az anorganikus jódból és 

tirozinból a pajzsmirigy raonojód-tirozint vagy két jód 

kötődésével dijód-tironint kéesit. Két-két molekula di- 

jéd—tironinból oxidativ utón aminopropioneav lehaEadása 

mellett keletkezik a tiroxin. /1, ábra/.
A jádbeéplllést valószínűleg egy jódlnáze nevll enzim 

katalizálja, de a pajzsmirigybea lévő peroxidáz enzimek­
nek /tiroid peroxid'z, Schultz 1970/ is ezerepe lehet a 

beépülésben. A jédbeépUlés mechanizmusénak sok részlete 

még ismer tlen. Feltételezik azonban azt, hogy a deha-



- 2

loránézésben is а регозсldáz enzimek játszanak fő sze­

repet /Jolin 1971/*
A tiraxin, peptidekhez* arainosavakhoz kötődve mint 

tireoglobulin raktározódik fel a follikulusok kolloid­
jában* A tireoglobulint a kolloidokban 1 ívó proteoliti- 

kue enzim a szükséglethez képest lebontja és a szabaddá 

vált tiroxin a véráramba jut. A vérben a hormon ismét 
fehérjékhez alburalnokhoe és globulinokhoz kapcsolódik s 

ilymédon traneeportálédik a különbőz" szövetekbe és igy 

játszódik le az inaktiválédáea is. /2. ábra/

í

Dijod- 
ty rosy I rest

Dijod -
tyrosyl-
semichinon

(Radikal)

;ж° 
— CH

Trijod - 
Ihyronylresl

(im Thyreo­
globulin)
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Blutbahn Blutbahn
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Thyreo­
statika : c/o<©

©c/vs
s

Thiouracil Resorcin

2. ábra

A peroxidások katalizálta jádozőroe re keiókra a 

következő egyenleteket jav:ieoljáks
a./ H202 + I" "oxidált I"

I- +e
I+ +2e

I
I"i- *

b./ 2 I. + I~ 

I+ + 21“

e./ "oxidált I" ♦ H0-

X~ = p'rjodát ion+
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A peroxidáz r*ezt vesz a jodid oxidálíeában /a reakció/, 
azonban ennek a reakciónak a maeiianlzmuea Ismeretlen* A 

jódid oxidálható egy-két elektron átadással, másrészt I~ 

keletkezhet /b reakció/, amely spektrofotometriásán jól 

mérhető /Alexander 1952/, Вауse ée . orríeon 1971 megálla­
pították, hegy alacsony pí!-n /3*6/ a fenol komponens és a 

jód spont'n reakciója na -yon lassú, raig a peroxidáz e :zi- 

nek katalizálta reakció igen gyors* A jódozásoe reakcióban 

felt 5teleznek egy második enzimet a jődinázé-t / e Groot 
é© Davis 1962; Yip 1965/* 8z az enzim katalizálja feltehe­
tőleg az "oxidált jódid* óe a fenol vegyület közti reak­
ciót /с reakció/* A peroxidáz szerepe összhangban van a 

sémával, egyszerűen oxidálja a jódidot.
A : eroxidáz oxidáló képeséégének mérésére több mód­

szert dolgoztak ki* ?1* arotaás fenolok ée aminok oxidáció­
ja egyszeri! mód ezerrel mérhető /Ноеэуа és orrieon 19 >7/, 
a ruaiacol oxidációját vette alapul és különböző hemopro— 

telnek oxidációs képességét adták meg OB//t то1 Ш Я g- 

ben*

Ilomo-proteinek katalizálta guaiaeol oxidáció

Gii/ /И mólHemoprotein preparátum
Lak t operoxid áz 

uyeloperoxidá*
Tisztított tyroid peroxidáz 

Tormaperoxidáz c 

Tormaperoxidáz 

Ló hemoglobin 

Emberi hemo globin

4,40
2,10
1,15
1,50
2,20
0,000006
0,000045
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Jódbeórdl-óg már'síre kidől or ott módé orok
I, ^nektrof:?toi etrláe nédczer, ahol a jóriid oxidációs 

termékét az I~—ot mérik ultraibolya tartományban 

/Йоеоуа 1963» Alexander ás Kcheig 1958/.
II. Coektroczkónioi változáson alá uló módszer* Hz a

módszer a rilogenizáciÓB reakció következtében be­
álló spektroszkópiai változáson ale ul, amely azon­
ban csak akkor alkalmazható, ha jódozott ve ,y dl elek 

spektruma eltér a nem jódozottaktól. Hager ás munka— 

társai /i960/ kite Vesztették ezt a módszert a reak­
ció kinetikájának tanulmányozására.

Ili* Specifikus haloid szenzorok alkalmazása* Ezzel a
1 x IO*“7:.! V > 'id koncentráció váltó. &e 

ie mérhető /. orriron 1968/*
IV. Hádióaktiv izotópok alkalnagára* Pl* 

mór *8«

módszerrel

1 ^"l-vel való

A peroxidúzok kát lizálta fyr jódozáeának kinetikáját 

széles korben kutatják* Töb.-en kimutatták» hogy lehetsé­
ges a Tyr jódozáea lektoperoxidáz, tora *peroxidóz, cloro- 

peroxidáz és nyers na ha tiroidperoxidá* által /Coval és 

Taurog 1967; Hager és Kunkatárcol 1966; Klebanoff ée mun­
katársai 1962; Ljunggren 1956; T urog és Kowelle 1965; . 
Thomas ás Hager 1969; Vip ée Hadley 1965; йауее 1971/*

A teljes jódozáei reakció legalább három ezubeztrá - 

tot foglal magába és kétségtelen többiépesós folyamatnak 

tekinthető* Ezé t a peroxidáz katalizálta jódorás kineti­
kája koplex. A jódozáei reakció 3 korapononee* ligOg,
2“* és a fenol komponens* Feltehetőleg az enzim el szőr
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oxidálódik üb egy relative etabil famát képes a 

peroxiddal,
Á hldroxilálÁs fiziológiai szempontból as élőlé­

nyek minden csoportjában nagy jelentőségű, bár jelentő­
sége különböző természetű* A fehérjék, aminósavak, nuk- 

leineavak, lipidek, szénhidrátok ée as aronás vegyül 
tek metabolizrausát a hidroxiiálás segíti elő. Egyrészt 
asért, hogy biológiailag aktivak legyenek, aáer'ezt, 

hogy vízben és teetnedvekben jobban oldódó ve.jyületek 

keletkezzenek* A raitokondriális ée a rdkroszonálie mo- 

nooxlgenőzok a hldroxilálással a különböző gyéfaszerek 

ée testidé :en anyagok üetoxikáláe't végzik*
A szteroid hidroxilúsokűúl a biológiai hatás doni- 

núl, de a hidroxilázok egy része részt vesz a szterőid 

vegyüleíek dezaktivál 'sóiban ie, azaz olyan fomába a- 

lakitóéiba, anely a szervezetből kiörül.
Az állati szervezetben lejátszódó hidroxilúló folya­

matok két csoportba oszthatók: 

a*/ specifikus
- hidroxllálások

b*/ nem specifikus
A specifikus hidroxllálások esubsztrátjai a szerve­

zet anyaijai, A nem specifikus hidroxilázok nemcsak sa­
ját le gyakoribb szubeztrőtjuk, hanem a szervezet szá­
mára felesleges, vagy idegen anyaik hidroxilálását is 

elősegítik.
Számos sse: só kimutatta, hogy az öeztron gyorsan 

inaktivőlódik az óló szervezetben /Zondek 1942; : eotex*- 

feld 1940; Graubald 1941, 1942; Klebanoff I960/,
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Ezekben a folyamatokban számos, аз élő szervezetben 

előforduld enzim vess részt. Pl. aezkorbinsc ivaxidáz, 

fenoloxidáz, ideloperoxidéz, laktoperoxidáz, mellék­
vese peroxidázok /: atkovics, Rajki» Szényi 1972/*

A kísérleteket két peroxidáz enzim el végeztük 

a lakto—és tormaperoxidázzal. A legújabb enzimbesoro­
lás Thomas E* Bamnn /1969/ szerint a 2 enzim egy cso­
portba tartozik /3*0* 1. 11. 1. 7./.

A laktoperoxi&ái 
tSb '1 mutatták ki: nyál-* könny-, emlőnirlgyekben, tej­
ben* stb. A 1aktoperoxidá* érdekes tulajdonsága, hogy 

38 molekula sz énhidr tot tartalmaz enzim molekulán - 

ként* Szórt azt tételezik fel, a szénhidrátok képezik 

3 enzim belső elektron donorját* Proeztétikus csop >rt- 

ja v 8-hem /0,06 % vas enzim molekulánként/, mii ext. 

koeff. 412 na—nél 114.
Az eal e peroxidézok közül a laktoperoxidázt izo­

lálták először kristályos formában /Theorell and Ake- 

ron 1943/* érdekes, hogy az enzimet előezor csuk a ta­
vaszi tejbál tudták előállítani, a téli tejből nem. 
Később Polls ás Shnunkler 1953/ megbízhat ;bb izolálást 

közöl*

t az állati szervezet több szöve-

A peroxidáz eiektroforézisekor k't formát kaptak a 

téli tejből valé izoláláskor és csak egy formát a ta­
vaszi tejből* A két enzim spektrumukban ás átviteli 
számukban /turnover number/ is élt írtek. Valéezinüleg
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izozinek, amelyek köziil a különböző id "szakokban 

;yik vagy oá sík mennyisége a. nagyobb«

A tortnapcrozidaz. Eövényi peroxidáa* Prosztétikue 

csoportja vas-hem* Először Theorell /1941/ állította e- 

lő kristályos állapotban a tonnagyökérből elektroforé- 

sls segítségével*

Tora:; és latooeroxidáz tulajdonságainak ön; zeuueonlltáea

max« látható tartományban
len/r ol.Ess с;-Гred. red.СОox.

78000 1 412 438 425 432Ьр.к ton era*.

Toroaperox. 43240000 403 440 4231

A legújabb irodaion ezerint a laktoperaxitíáe jól fel­
használható jelzett / I""1 / fehérjék és fehérje térné- 

osetü hormonok előállítására« / iyachi 1972; archelo- 

nis 1972; Owen 1972/*

: "unkánk eyik célja SeezehasonlitŐ anyagok előálli- 

t"na, isivel feltételezhető, hogy a fenolssteroidok in­
aktiválódásáért az aromás gyűrűbe beépülő hidroxi cso­
port, vagy csoportok a felelések* Ezárt előállítottuk 

a 2 hidroxi ösztront, 2 hidroxi оőstrádióit, 4 hidroxi 
öestront és 4 hidroxi ősztrádióit.
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A nem specifikus jédbeépiilée vizsgálatával pe­
dig Jelzett öejstront, illetve öes'radiolt állítottunk 

©ló, ugyanekkor vizsgálat tárgyává tettük a Jód beépü­
lés körülményeit, tanulmányozni kívántuk a beépülés 

optimális paramétereit es mechanizmusát*

•5t‘

1

r

i

1

s
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II. Kísérleti rósz

1.Anyaiak:

A felhasznált oldószerek Se anyagok "a.l.t. 

Reanal" minőségűek voltak.
Kivétel: ösztron /Chinoin Gyógyszergyár Bp./ metanol­
ból 2 x átkrietályocitva Op: 268-271 C°.

*wt' ■

A\*>

Ueztradiol_/Sm±th-Kline. French. Labs, Phi-
1: delphla/ Op* 175-177 C°.

/ТР /1 Torraaperoxidáz enzim /Re mai/ Aktivitás

í Ü

1 mg enzim 100 Sí bont 25 C°-on 1 perc alatt.
/1Р/ Laktoperoxidáz enzimet um;punk preparáltunk.

Kromatogr:'fiás_adszorbensek: Kieselgel 0 nach Stalil
/Merck/, Szilikagel G /Reanal/, Alo0y3/I. /Merck/.

A felh_eziált к'szüléketipusok: Unicam SP 200 infra­
vörös automata spektrofotométer, Spektronom 350 spek­
trofotométer. "Deeaga" tipusu kromatográfiás rétegez ) 

készUlék. A jód izotóp részére használt műszerek "Gam­
ma" gyártmányúak voltak. Scaler: !íK 108; Detektors Ifa- 

131. Kristály: S-1120680 tipusu volt. A vékony réte­
gek kiértékelése "Packard Model 7201" Radio-chromatog­
ram Scanner-en történt.

5»; • ktoneroxiuáz enzim preparálása /Polls and Shounkler 1053/

Kereskedelmi lefölözött nem pasztőrözött tejet h áz­
nál tunk. A kazeint koaguláláesal távolitottuk el oltó-

37 C°-on egy óráig állni ha уtűk,enzim el /500 mg/l/.
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majd a létrejött kazein precipitátumot szűréssel távo­

litattuk el*
A kazein kicsapása Ani^/gSO^-el is történhet az 

izoelektroms ponton pH 6,0, 1,5M /JK^/pSO^-el* A sóval 
történő preeipitálás alacsonyabb kitermelhet ered ényez 

az enzimben* A szűrést 3 C°-on végeztük, A további tisz­
títási lépések a következek voltaks

"Iя lépég: A savó proteint szilárd /ITH^/^SŰ^ hozzá­
adásával precipitáltuk a végső koncertráció 2,81,: pH
6,0-nál, Egy éráig lassan keverhettük, majd a csapadé­
kot szűrtük egy éjszakán át 3 C°-n*

”2* lépég; A precipitátumot újból oldottuk vizben 

3 % protein koncentrációra* He-tetraborétot adtunk /vég­
ső koncentráció 0,111/ és /BH^/gSO^-et 1,5 M-ra. A csapa­
dék a tejsavó alkalikus foszfutázát tartalmazza*

"3" lépés; Növelve a sókoncentrációt 1,9 Ll-ra egy 

világos narancs szinü precipitátimot kaptak /xantin 

oxidáz/, A csap dókot kiszűrtük.
*4” lóaéga Az /Ш^/gSO^ koncentrációját 2,5 K-ra e- 

meltük, a precipitátum tartalmazza a peroxidázt. A to­
vábbi kromatográfiás tisztítási lépést tv 

tunk.
alkalmaz -

A csapadékot minimális mennyiségű pH 5-öe acetát puf- 

ferben oldottuk, majd pár csepp toluol hozzáadásával 
tartósítottuk* Aktivitás áxlO“8^ higitáe 140 mg l/ml.
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3, Pirazin .lódozása

Az optimális feltételeket /Uorriean 1970/ alapján 

állítottuk öszze.

A reakeicSele őseget étele a következő volt*

3,5 x 10~7M

3,3 x 10“7М /К1/ 

5,0 x 10“7M

K2°2
I*
szubcstrát 

0,05 25 acetát puffer pll 5

enzim,
SDTA

A végtérfogat minden esetben 5 ml volt* Az inkubációé 

idő 60 perc szobahőmérsékleten, aerob körülmények kö­
zött.

1 x 10~6M

Laktoperoxidáz katalizálta .iódbeépUlée tirozinba 

^ryrtooeroxldáz: aktivitás 4x10“®« -oe higitáe 140 mg I/tal. '

A ext.290 ntn IHP/Pyr xloü~inta hígítás keletkezett 
HIT ÍO'^H %. .-ban

I, 4 x 10“7 

II. 4 x 10“8 

III. 4 x 10“9 

IV. 4 x 10“10

0,60,007 

0,062 

0,0 72 

0,006

0.3
2,65 5.3

6,03,0

0,50,25

I. táblázat
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Tormaneroxidáz katalizálta .jédbeépillée tix%ozinba
—8Tormaperoxidázs aktivitás 10 V.

II. táblázat

130 mg I/ral.4

4 LIí/TyrxlOöOinta higitáe 
M-ban

keletkezett 
KIT lü*°K

ext. 290 nra
%

I. 1 x 10~7 3.5 7,00,082

0,042
0,00
0,01

II. 1 x 10 

III. 1 x 10“9
3,61,8

0 0
-lo 0,42IV. 1 x 10 0,84

L-3-I Туг ЛИТ/ átalakulás mérése 290 mn 

történt, mivel ezen a hullámhosszán a legnagyobb az el­
tér ís az 1—Туг és a KIT abezorbciéja között, 

rie ext. koeff. ennél a hullámhossznál 2340. így ezt az 

értéket h eználtuk fel a líIT produkció méréséhez. A reak­
ciót enzimmel vagy Hg ),;-vel indítottuk. Mindkét küvettá- 

ban HgOg helyett desztillált vizet adtunk. A kett5 kö­
zötti különbség az A

Az L-Tyr

A cT raolá-

ext.

4 Aktivitás mérés Matkovice 3 Köves Е./1958/ után.• •
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4* ^sztron és ösztradiol jódozása

A tirozin Jódo2aea után feltételeztük, hogy a per- 

oxidázok katalizálta Jódozáe raáe czubestr'tokon ie lehet­
séges. A fenol ezteroidokat /ösztrol, ösztradiol/ gyakran 

alkalmazz к mint t odel vegyületekct.

Ezekből 5 x lQ"*^íí—oe oldatokat állítottunk elé* Ili­
vel vízben пега oldódnak, az oldSdáet 3-5 % propilén gli- 

kol^al segítettük elé. A kapott oldatok opáloa színűek 

voltak*
A reakciós ele gy összeállítása azonos volt a tirosin-

131I izo-n'l leírtakkal, azonban a KI oldathoz 0,1 ral Ha 

tcSp oldatot adtunk* Ez a mennyiség a KI koncentrációját
nea befolyásolta* A kontrol összeállításánál H2Ö2 belyett 

azonos térfo ;atu desstillált vizet, a második kontrolnál 
enzim helyett puffert adtunk az elegyhez.

A reakció időtartama alatt az enzim aktivitása пег* 

változik, amit mér esel ellenőriztünk*
Meghatározott idő útin a felesle -ее Jédot tiossul- 

féttal me ’kötve leállítottuk a reakciót* A keletkei ett 

te mákét azonos térfogatú pe’oxid rentes éterrel több­
ször extraháltuk, majd szárítottuk is;itott UagSO^-on.
Az extraktunot kémcsőbe öntve azon al mértük üreges

mér'se a 131I fotoceucs'nkristály ráér fej'el* A 

differenciál diezkrirainátor állásban történt.
Ezek után megvizsgáltuk a Jód be Ipiilée füg és őt а 

lakta-ís tornaperoxidáz enzim koncentrációjától,
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/3-4« ábra, III—IV. táblázat/, valamint az optimális 

enzim koncentrációnál követ tök a jóclbe épül -s —át az 

idő fl.^.’v'nyében /5-ő. ábra, V-VI. táblázat/#

A jódUepüles [Ogge lakloperoxioliiese a
enzim koncentraciojaUI55■

\Г,
10

i ? f ’A
/ •\25
/ *.•Л

/ ■л/10 «
Л• ,

/ •\
./ Л15 .r • v

:/
:l10

.7 < •.7
75

.7
/7

4 «10'" 4a 10'“ 4« I0'5 4x|0‘* 4x10'» [Mj enzim

A reakció ele.^y tartalnazott: 3e3xlO*"7" KI /!31j/. 

l.oxio“6:* DTAi 3,5xlO“7M H202; 5,OxlO~7 ősztront 

vagy öeztradiolt; 0,05 Iá acetát puffer pH 5»Q és ld£o~ 

peroxidáz változó mennyiséit. A vógtőrfoijat 5 ml volt.
3. ábra

- - össtrol . . ősztrádiói• m
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Laktoperoxi»'i4g kutalis/lta i 'аЬебэ Л 'is 8 s/. trónba óg
ögztradiolba

Laktoporoxid z aktivitás 4X1Ö*8!.— oa higitác 140 mg I/ml. 

Jódbeégül's függáse a 1; togeroxidáz enziffi koncentrációjától 
öeztron dl

X /сри/ Jódbeép.I .aradék-
/cpm/

digit:'8 
M—ban

xtr.-.:.
S/срп/

-7 2246219414 13,5730484 x 10
- 16260 32,635306 109544 x 10
-9 14,2419392 2254432124 x 10

4 x 10*10 24723 0,02247185

4 x Ю“11 2436414 24350 0,-)5
20 C°

257 срез
Inkubációs id5: 60 p<re
Kontrol /X/ s 350 cm

Hőmérséklet: 
Háttér / / »

J Sdbe-épUlée fixese laktoperoxldéz enzim koncen.-tráei liát ál
öegtradiolnál

X /сри/; ar dák-i I 
/сра/

íügitáe
í/-ban

Jódbeép.' xtr.-X.
/ерш/ г»

-7 23865186754x1) 2190 10,5

4 x 10“8 5962 1856112599 31*8

4 x 10*Э 3616 15516 19132 18,9

4 x lO*1® 21019225 20794 1, )7

4 x 10*11 6 2216522159 0,03

Hőmérséklets 20 C° 

Háttér /II/ s 225 cpm
60 p re 

286 cpm
Inkubációs id s 
Kontrol /д/ :

III. tábládat
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Torraaperoxidág katalizálta .ládbeépüláe öeztrónba és
ösztradiolba---- ------------------ -

lorroaperoxidáz aktivitás 10 Л 130 tag l/ml»
Jődbeéoiilés függése a tormaperoxidáz_enzimüköncentráci ő 3 á t j> 1_

osntrori- úl^

У /срт/ Jódbeép.
fé-ban

: ,ar- dék-H 
/срга/

Hígítás 
-b . -

axtr.-O.
/срга/

10-11 34425 34425 00

10*1° 316963162068 0,22

1СГ9 2236 6,631597 33833

—ö 260553704 23151 13,79] )

ÍCT7 706 10260 3,8617562

20 C°
267 ерш

Jód be '^iíl -c függése tormape oxidáz_eaziraJkoncent^ci ój á t ól_
Öeztradiolnnl

60 perc 

312 epm
Inkubáci5s id 5: 
Kontrol /К/

Hőmére "klet s 

Háttér Л;/ ::

^ /ерш/Uaradák-i"íigitás 
И—ban

Jódbeép*Extr.-K.
/срт/ /срт/ —ban

IO*11 126)2 12602О О
IQ-lO 14 12744 0,1112758

1Э~9 507 13798 14385 4,25
«•310 1701 13504 15205 11,18

IO"7 14863 156417 í8 4,97

20 С°
223 срга

Inkubációs idős 

Kontrol /К/ s
60 perc 

307 ерш
Hőmérséklets 
Háttér /И/ s

17. táblázat
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к jódbeepalóg füg/téoe az Időtől 1 aktoperoxiЛÍz

enrinnél

5Г
%

be-■

r/15- • X/
í í

I
iъ I
I
I
I

• If 5 • : I
• I
: »
: I
• I

10-,

: »
*

■

1
I

t » t f +4 2o 5^ 4e 5o feo
[min]

■

A reakció elegy tartalmazott: 3*3x10**^ AI '^I/j 
1,0x10*^ EDTA; 3,5xl,)~7:i ^2°2; 5.0*10~7M öeztront 

vagy ösztradiolt; 0,05 M acetát puffer pH 5*0 és 

4xlO"^K laktoperoxidázt, A végtérfogat 5 tál volt,

5* ábra

V • •

. . öeztradiol- - öeztroa • • •
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JédbeéofiT 's fu,viÁge „az. id t 1 laktooeroxidás egeimnél 

ügztron^
Laktoperoxid áe 4x10*0 -oe hintáénál az aktivitás* 140 Dg l/ml»

У /срт/ Jódbe'p-
a-ban

aradák-ü.
/cam/

14024

Ido Extr.-K.
,^Js£PjL/min/

6,811026 150501

20,2515048 193725 3924

15186 26,554033 1115310

26,63Ó320 17410 2373020

4516 26,1812728 1724130

40 1)722 14239 24,73517

13&68 26,2160 187964929
Kontrol /К/г 355 epm Háttár A/s 240 optn ITónársókleti 20 C° 

ősztrádióig n
-a^tőnerőxTd 4xl0“° -эе higitíenal az aktivitást 140 mg l/ml»

/срт/laradék- • 
/ стла/

Jódbeép.
;.'»~ban

Id*
/min/

xtr.-K
/еда/

1 2447 13011 15456 15.83

2 3933 118 >0 1573 24,99

165655 5010 11555 30,24

34,6010 5901 11150 17051

16378 31,7820 5205 11173

30 5130 12001 17131 29,94

45 5508 Д2504 18012 39,57

60 163125 >31 11281 30,8

Kontrol /•/: 3)0 cpm Háttér А/s 24Э epm Hőmérséklet* 20 C°

V. t áblásat
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Jódbeánulig az id tői tornasoroxidáz enzi/.mái
ősztrón О
íormaperoxidáz koncentrációja 10 aktivitás 130 mg I/nl.

/срга/Maradók—H 
/сот/

Jódbeóp. 
; í-ban

Idő Extr.-K.
/сам//:Лп/

0.411423859 141791

13867 1,04144 137232

12465 2,95379 128445

626 4,7512533 1315910

6,35998 14740 1573820

6,9196030 12931 13891

1146 10469 11615 9,8645

65 127111383 11328 10,88
Kontrol /К/I 285 сpm Háttér /Н/s 241 cpm Hőmére klet* 20 C° 

Qsztradiol
— —. — — — — rj

Tormaperoxidáz koncentrációja 10 akti vitáé 130 mg l/ml*

^>_ /cpm/Idő „arad 5k-l 
/сот/

J ődbeép. 
;'iUban

0,17

Extr. -K.
/ш!п/

12292 123131 21

152442 155 15399 1,0

16360 16053493 2,95

4,31843110 832 19323

1689 9,0117040 1872920

15689 176311942 11,0130

11,061620847 2027 18315

So 1480 11748 13228 11,18
Kontrol Д/í 298 cpm Háttér /H/l 237 cpm Hőmérséklets 20 0°

VI. táblázat
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Az aktiv ősztrón és ősztrádiói «teres extrak- 

t urnát vékony réteg kromatográfiásan megfuttattuk és 

próbáltuk a keletkezett termékeket elkülöníteni* Fut­
tató elegy* Benzol* etrunol / 89 * 11/ * áétegkrotcatog- 

rr'fiáe körülmények* /adszorbene Kieselgel - G, fel­
szál ó kroraatográfia/.

A kromatogram kiértékelése "Packard Llodel 7201" 

Radio ehr or ato.gr an Reanner-en történt. /Matkovics, Ra- 

konezay, Rajki, Balásniri 1971; Rakonczay, Matkovics
1972/.

A rádiokroffiatogra* csúcsai alapján az Rj.-ek a kö­
vetkezők voltak*

L? ösztron 

LP ősztrádiói 

TP ösztron

* 0,40

* 0,37
* 0,39
* 0,38

A foltok előhívása foszforsav * viz = 1*1 ará­
nyú elegyével való lefújással, majd 100—120 C°-on 

45 percig tárté szárítással is elvé eziieté.

TP össtradiol

Feltételeztük, hogy a jód a 2-ee szénatomra épül 
és a rá dl ökrön at ograa /7-10 ábra/ kiértékelése után 

összehasonlité anyagot szintetizáltunk és előállítottuk 

a 2 jód ősztront és 2 jód ös^trádióit. Alatkovice, Ua- 

konczay. Kovács, 1972/.
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131I beépüliвTonaaperoxidás katalizálta
öeztrónba /gkIlob:ror;-atO;yara/ .

* • áx До4 cpnv
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- <,6х*о*ср«л
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S » etart Г » front - - kontrolA
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5* 2 iéd származékok szintézise

1./2 .jód ösátron kárzitóse
Hl1lmann—Eliee /1953/; IIIlloann-Elies /1955/

270 mg osstront 5 tál farró j 'gecetben oldottuk 

és 45-50 C° között hozzáadtunk 100 mg Hg /II/ acetá- 

tot 10 ml eceteavban, amit forrón 260 mg Ip-vel ele­
gyítettünk. 5 perc alatt törtónt a hozzáadás coepcgtetés 

formájában» Egy áráig szobahőmérsékleten állni hagytuk 

és ezalatt a felesleges jód Ilg /II/ Ip formájában vált 

ki. Leszűrt'ik és az ecetsav fo tömeget lepároltuk. A 

Hg /II/ 10 maradékot KI-vei oldatban tartottuk. A 2 jód 

ősztront 50 ml vizre öntéssel nyertük. LIegadott öp*
184 C°. A kapott anyagot AlpO^ /l.Ierck/ B/IV/ aktivitá­
sú oszlopon kromatografáltuk. A leold'e benzol al tör­
tént. A 2 jód ösatron az első frakciókban jött le az 

oszlopról és a szolvens elpárologtatósa után tiszta 

2 jód ösztront kaptunk.

Ops 178-180 C°

számított: С54^1# H^, ^32^05 

C54,68* !i5,12* I31,82 

« -106t 2° /с=1,0; СНС13/

: 3350 /ОН/; 1750 /CsО/ 1450, 900 /Аг/ cm"1

2 jéd ösztrons üss 396,08, 

С18П21°21
talált:

Et ОН 
гаах =* 297 пт

V КЗГ
гаах
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2./ 2 .1od öeztradiol készítése
Hillmaon-Elies /1953/ Hillaann-Eliee /1955/

272 ®g Sestradiolt 10 ml ecetsavban oldottunk éü 

45—55 C° közötti hőmérsékleten 26ö mg I,,-t adtunk hozzá. 
A továbbiakban a jód Ssztronnál leírtak szerint jártunk

el.

Opí 174-76 C°2 jód öe^tradiol Ms: 398,08 

/írod. Op: 130 C°/

C18^I23°2Ií ezánitottf C54>3, »5#87* X3i#Ő3

* C54,15* H5,7* I31.2talált

ÉtOH í*0 ss +• 123 — 2° /с 1,0, EtOK/

3400 /ОН/, 1410, 900 /Ат/ cm"1

ss 297 ш

SBr
max

A rrídiokroaatogram alapján kapott R^ értekek közel 
azonosak voltak a szintetizált 2 jód ösztron ill. 2 jód- 

öeztrádióilal.
Közvetve ie bebizonyítottuk, hogy a jód a C-2-es:

helyzetbe épül be. Esubsztrátnak előállítottuk a 2 nitro; 

4 nitro; 2, 4 dinitro öeztront. Ezekkel is elvégeztük az 

ensinatikue jódazást.

*
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VII. táblásat

/срvj Jódbeép.
£-ban

liar; idök-II 

/срга/
Szubsstrát Extr.-X*

/срт/

2—П°2 
ősztгоп

0*315 89115 04948

4-;ю2 

оcitron
15 540 2,94457 15 083

2-4 di 1Ю2 

ö ez trón IG 050 IG 0555 0,03

Kontrol /К/ * 273 срга

20 C°
Háttér /И/ : 254 сра
Reakció idő: 60 percHőm'sóklet:

A legnagyobb beépülés a 4-B02 öeztronnál volt. Ez 

ceak azzal magyarázható, hogy a 2—ее helyzet szabad és 

ide épülhet a jód. Sokkal kevesebb jód épül a 4-es hely­
zetbe.

összehasonlító vizsgálat céljára a következő nitro, 

amine és hidroxi öeztron ill. össtradiol vegyéleteket ál­
lítottuk elő.
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4-. nitroö sátron és nitroöeztmdiol* 2-. 4—. hid-2-,6.
гоxiörztron ás orztradlol szintézise

2 -lg 4-nitro-ösztron koszitóee /1,11/

erbin, Holoway /1956/, Niederl, Vogel /1949/, 

Hillmann—Elles /1953/*
1 g ösztront 39 ni jégecetben oldottunk melegen, majd 

cseppenk'nt 0,18 ml cc* IHO^-at /fe* 1,42/ adtunk hozzá, 
miután a hőmérséklet 45 C°-ra hűlt* A keletkező narancs— 

ß'rßa oldatot egy éjszakán át állni hagytunk* A kivált 

világoseárga 4-nitro-ösztront kiszűrtük, eceteawal mos­
tuk ée szárítottuk* A keletkezett 4-nitro-öeztrónra vo­
natkozóan a termelés 35 5ó-oe volt*

4-nitro-ö ez trón /II/ C18^21?)4^
Op: 277-78 C° /írod. op: 270-280; 258 C°/
Számítotts C 68,55 H 6,71 H 4,44 

Talált*

01 f.

Uei 315,36

11 4,41

-299 - 2° /с 0,003 EtОН/

КЗг
max 3350 /О/; 1535 /Аг-ГГС^/; 1030, 825,

800 /С-М02/ cm“1.

A fiitrátúrót 300 ml vizbe öltöttük áe a kapott cár-

a)

ga precitátuuot szúrtak és szárítottuk* A kiszúrt szto­
rold. kevex* 'k benzoloe oldatát 200 g ^erc^/ B/IV.
aktivitású oszlopon kror atografóltuk* 

lal történt. Az oezloprél el"szőr a 2-nitro-, najd a 

4-nitro-származék oldódott le, ш g a keletkező 2,4-dinit- 

rocratron, valamint s,iyéb tér ékek az oszlopon maradtak*
1 g öeztronnak 40 á—a alakult át 2-nitro-ösztronná* A

leoldás benzol-
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szolvens elpárologtntáea után nyertük a tiszta 2-nitro- 

öeztront.

ff-nitro-ösztron /I/ ClßI:22 }4:
Op: 276-80 C° /írod* op: 183,5-184; 155 C°/ 

Számított: C 68,55 H 6,71 N 4,44

H 4,41

he: 315,36

Találts

[oljf- + 30 — 2° /с 1,0I СНС13/

3350 /ОН/; 1750, 1б4), 1530 /Ar-iK>2/; 880, 
760, 650 /С-П02/ cm“1.

2— és 4-nitгo-ösz trádiói készítése /III. 17/

K3r
maxО

2- ás 4-nitro-öestronból készítettük ПаЗН^-ее reduk­
cióval. T.L. Patton /1959/.

500 mg nitroösstront 30 ml metanolban oldottuk, majd 

200 mg líaBH^-et adtunk az oldathoz* Egy éjszakáin át 'lit 

szobahőmérsékleten, majd 150 ml vízbe öntöttük, amit 
6 П ÜCl-al savanyítottunk* A csapadékot szőrt tik és eta- 

nolból átkristályoeitottuk.

2-nitro-ög- tradiol /III/ CjqII^O^

Op* 159-63 C° /írod. op* 164-167 C°/

a + 160 t 2° /с 1,0; СИС13/

Számított: C 68,12 II 7,30

Talált:

КЗr 
max

Ms* 317,38

[i]n
H- 4,41 

II 4,48

3490, 3^30, 2950 /011/; 1630, 1525 /Ar-NOg/; 

910, 865, 760 /C-ITOg/ cm“1.
0
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4—nitro-öaztradiol /IV/ ^18^23^4^ ^es 317*36
Op* 190-193 C° /írod.op* 220 С°/
Számított* C 68,12 H 7,36 II 4,41

II 4,48Talált;

2J « + 250 i 2°W D / c 1,0; CÍICiy

3200, 2950 /OH/; 1530 /Ar-UO^; 1050, 
825 /C-UO^ cm“1.

K3r
max0

2- ág A—nőina-öpatron ár -ünztmrliol koszit /V—■'III/
Xraychy és Gallagher /1957/«
1,12 g nitro—8eztrón, — öeztradiolt 230 ral aceton 

@e 100 ni viz eledében oldottuk. 50 ml 1 U NaOH oldatot 

és 6 g Ha-hidroszulfitot /fíagSgO^/ adtunk hozzá, majd 10 

percig melegítés ás kevergetés közben visszafolyattuk. 

Továbbiakban ismételten hozzáadtunk 50 ml lúgot ás 4 g 

3a-hidroszulfitot, majd folytattuk a visszafolytat ást még 

20 percig. Ez idó alatt az alapoldat sárga színe eltűnik. 

Az acetont vakusban lepároltuk, cu jd az elegyet hig ecet- 

savval neutralizáltuk. 2,5 órai jégszekrényben való tar­
tás után a kiv lt precipitátunot szűrtük, vízzel mostuk, 
majd szárítottuk. A reakció kitermelése közel 100 h—os.

2—araiao-ösgtron /V/ LIsí 285,38^18^23^2 *
Opt 190-193 C° /Írod. op* 220 C°/
Számított* C 75,75 H 8,14 

Talált:
3 4,91
N 4,67
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и ] ? ■ - 40 t 2® / C 0,5; CHCiy'

3500, 3390 /primer HHg/; 3350 /OH/s 1290 

/Síig/
3 KBr

шах
-1cn ' •

4-a£iine~üe trón / i I/ С1^23^2*г
Op; 249-52 C°

Számított; C 75,75 

'Talált;

Ив* 285,33

S 4,91 

3 4,67

H 3,14

20 = + 50 1 2° /с 0,2; Leüli/

3420, 3380 /primer Lllg/; 3350 /OR/j 1620, 
1300, 1270 /Síig/ cef1.

D

0 íí3t
max

2—amino-öcntradlol /VII/ C^ggOgS 

Op* 184-90 C°

Számított; C 75,23 

’Talált;

les 287,4

Я 8,76 3 4,87
П 4,72

[dLjjp * - 130 i 2° /с 0,1; вон/

3390, 3320, 2950 /ОН, ..Tig/; 1730, 1600, 
123 ), 1220 /1Ш2/ cm"1,

4-нга1 *o-3ggtradiol /71X1/
Op; 265-68 C°
Számított; C 75*23 

Talált;

K3r
max\)

С1вН25°2Н ^s* 287• 4

H 8,76 В 4,87 

Я 4,72

* * 30 • 2° /с 0,1; «авШтШкИ/

3330, 3320, 2950 /01:, Iliig/; 1Ő20, 1300,
800 / .Hg/ си

KBr
max

-1
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2- >8 4-dlhldroxi-örztron és ösztradxol к-1 galt ;se

diazotál'egal
Kraychy, Gallagher /1957/, Nieder1 ős Vogel /1949/.
Az előzőekben kapott anino-üsztront 15 ni 40 v'—oe 

kánsavban oldottuk óe 0-4 C°-on diazotáltuk 940 ng -iá Qg- 

el, melyet 2 al vizben oldottunk* A HaüOg oldatot 5 perc 

alatt, coeppenkínt adtuk a sava© oldatlioz* A keveréket 

17 percig állni hagytuk 0 C°-on, majd 0,6 ml 40 &-o© 

karbamid oldatot adtunk hozzá.

2- áe 4-Iii 'roxi-öegtron ág —öéntrádiói készítése
niederl áe Vogel /1949/
A 2 vagy 4 diazoniumklórid beztrón oldatát a fent 

leirt módon preparáltuk 800 mg 2 v gy 4 nitro össtrón­
ból, Az ele. ;yhez 8 g CuSO^ x 5 H20 16 ml vízben oldott 

forró oldatát adtuk áe a keveréket 15 percig refluxál— 

tűk* :Hután lehűlt 24 órán út 5 C°-on állt, A sötét vö­
rösesbarna produktumot szirtik. noetuk vízzel és ©zári— 

tottuk vákumban* A nyersanyag eulya 430 mg; 7,2 ml Jég­
ecet savban és 0,8 ml cc HCl-ben melegítettük forráspont­
ig, majd 800 mg cinkport adtunk részletekben a forró ol­
dathoz és refluxáltuk 30 percig. Tintán lehűlt a föliil- 

uesó oldatot dekuntáltuk 40 ml vizbe, A precipitátumot 

mostuk 20 —oc eceteavval és viz el, majd vakunkon szárí­
tottuk.

A keletkező hldroxi-termő*eket preparativ rótegkro- 

matográfiával választottuk el a szintézis utolsó lépései 
során viccsaalakult öestron és össtradioltél, A kapott
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anyagkeveroket klorofórában oldottuk, Silicagel /Merck/
G nach Stahl szerint készült közepes vneta -ságu lapra,
0,5 cra-ee csikban vittük fel és aeeton-ei lohexan-klo- 

roform /1:2*2/ ele gyében rae futtattuk. A hiároxi-ürztron- 

aak tse^feleló foltot /azonosítás R^ érték alapján/ a lap­
ról lekapartuk és ace ton—klór of ore /1:2/ eledével eluál- 

tuk. Az extraktuaot vá kunban, líg-gá* átbuborékol tatás 

közben lepároltuk, e a keletkezett térnék kroisatografá- 

san aér tiszta volt.

2-ü'I-ösátron /IX/ C13H2203
Op: 116-18 C°

3350 /0П/; 1710, 1610, 1290 /Аг/ ста*1. 

C18H22°3

Ms* 206,37

/írod.op: 200 С°/

КЗг
пахV

4-Qh-ösztron /X/ Ms: 206,37
Opi 228-35 С°

3400, 3 50 /ОН/; 1720, 1290 */Яг/ от*1.КЗг
max1)

2-OIi-ö ezt rádiói /XI/ C.,QH2403 

Opt 192-96 C°

3400 /ОН/; 1720, 1510, 1450, 1260 /кг/

288,38Mat

КЗГ
пахО -1СП

4-0. !-о gat,radial /XII/

Op* 166-170 C°
C18H24°3 Ms: 288,38

K3r
nax -10 3400 /OIT/j 1710, 1610,' 1510, 1250 /Лг/

Az öeczehasonlitó anyagokat több rendszerben /Kieseivel 
G-еп/ felszál ó kronato ráfiéval megfuttattuk.

cm
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Ü = ősztrón 

öd» öeztr diói

ért'keiк ezintetiz'lt összehasonlító an./a :ok R^.

különféle futtató rendszerekben

c.hexnu: 
I., :COH«

n-'ie t "n: 
» aceton- 

2 : 1 
/R^/

... Ac ÖlUc. he­
xán: СПС 1~=
1:2:2

enzol: 
B« OH a 
89 : 11 
/R*/

Ve ’y 'lot 37 : 2 : 1 
/FU//R„/ fff f

0,26 0,180,74 0,94ü

0,362—ПО 0,96 0,420,88

0,56 0.300.98 0,224-IÍ0--G2

2-:ni«-ö 0,17 00,080,432

4-aiU-o 0,21 00,120,502

0,060,612—OH—ü 0,36 0,12

0,644-OH-Ö 0,110,190,52

2- I-ü 0,450,290,4 0,87

Öd 0,24 0,170,710,43

0,562-H0«üd 0,91 0,34 0,342

4- 0,240,87 0,230,382

0,162-mu-öd 0,040,40 02

4-íH-öd 0,43 0,04 0,18 02V

2—OH—Cd 0,32 0,14 0,080,88

4-OH-öd 0,060,37 0,91 0,14

2- I-Cd 0,39 0,09 0,25 0,28

VI I «tábláz at



NO*lJ.-Zyc>- Но - Z

N0X1770

WniN0Z4l(r-T

s*b

TON>>N

NObXZSO-TH N-Z ;;

NObJ.ZyO-T0N-Z

NOHXZyO

faáodpY'ÍJ ß -рхсдр^Ч Z

- Q£ -
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4 hi :roxi öhztron ezintézieónek fő lépései

OS2TRON

Ц-WOj-OüTRON

‘I-NM^OSZTRONJ

■i-IHPvZOMIUM-

ÓbZTRON

-OH -OSZTRON

mt-

12. ábra

Ibivel a .jódbeépalée függ a H2Í>2 ée a szubsztrát kon­
centrációtól, ezért meghatároztuk ezen 2 komponens 

optimumát a beépülés szeraponteából TP enzimnél. 
/1Х-Х. táblázat, 13 ábra. ill. XI-XII. táblázat,
14.ábra/.
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7. A .I3.1.I beépülésének függése a koncentrációtól,
a tormaperoxidég enzlRinálT az оггtrón, raint ezubigtrát

erotébep

Beépül5e 

mártóke«
Cészakt,- . Deáptiláel

sebesség* 
V

%/perc
x 10-7

übrtr* -K

/срт//срт/ %U

0,1560,35 20 021 1 898 9,48

2 76819 341 0,23650,70 14,31

17 206 2 506 14,561,05 0,243

19 446 2 5511,40 13,12 0,219

16,271,75 3 01418 521 0,271

2,10 17 302 2 517 14,48 0,241

0,1862,45 19 532 2 179 11,15

H = 124 /срт/
К « 877 /срт/
Az inkubáció idejeI 60 perc, 25 C°-on*

IX. táblázat
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A 131I beépül íeónek furore a H^Qp koncentr 'ci't ?!«

a t ог.т,.-?Tjerorltlfxz enzimnél« az öeztradiol. ránt ezub-

p >r't ecetében

l'sezakt.-H Beépülés!
eeb|eeég

r/VporC

Beépüláe
mértéke

Beep*-»КExtr.-HHgOgOe.

xl0~7 /cpm/ /срп/ % %IS

13,6016 254 2 2221,05 8,53 0,142

16 639 8,631,40 2 281 13,70 0,143

17 206 2 6301,75 10,2315,30 0,170

2 6612,10 17 108 15,55 10,48 0,174

15,67 10,602,45 0,17614 754 2 312

15 969 4 163 26,072,60 21,00 0,350

3,15 17 112 2 955 17,30 12,23 0,204

3,50 16,9017 700 2 999 11,83 0,197

К m Kontrol!

I! « Háttéri 143 /срт/

Az inkubáció ide,jej 60 perc, 25 C°-on

866 5,70

X.. táblásat
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A beápillár тек füg;r$se a H^.0^ koncentrációt->l.

a toraaperoxidág enzimnél, uz otaztron áe ;\z fieztra-

diói esetiben

4

.v

%
p*fc

г.I
0,iS h Л

'
о,ъо -

1.

o,zs

0,10

0,15

*
0,10

>
2,45" 5,1 «Г J)50»lo"fMо,м лог Vr tH,o,

A reakciá-elegy tartalmazott» 3,3xlO~7M KI /131I/j 

1,0x10 u " li'TA; 5, OxlO~7li öegtront vagy öeztrudiolt; 
0,05 acetát puffer pH 5,0j lxlO~HM tormaperoxldázt 

ée H202 változó mennyiségét# A vá 'tárfogat 5 ml volt,

--3* ábra

O.

1, öeztron 2, üo tradlol
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1^1I be ^pUlÓBÓnek fügéjéé az öeztrón* taint ezubeztrát 

koncentrációtól a tormaoeroxid-.íz enzimnél
8. 4

eépülée BeápUlóei
eebeeoóg

/V/
%/perc

Beépülőé
mértéke

Öeezakt.-H Kxtr.-HSzubezt.
cc# -K
/(oÁ 

xlO”' /cpm/ % %/ерш/

0,55332,244 719 33,1714 2230,4

15 660 0,5825 471 34,93 34,000,5

36,26 0,61915 385 5 712 37,191,0

16 842 43,68 0,72638,441,5 7 357

7 601 0,81915 471 49,13 43,892,0

17 063 160Kontrol 1* 0,93

16 380Kontrol 2t 5,24859

II * Háttér: 136 /ерш/

Inkubációé idő* 6ö p re, 25 C°-on.
í,

XI* táblásat

A áll^-adá AT /jaeghatározáea^

A : ichuelie állandó grafikut ábrázolásán alapuló meg­

határozására több módszer ismeretes* A leggyakrabban 

használt, Lineweaver-Burk módszernél az alábbi egyen­
letből indulnak ki*
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KM 114~ - 7sТ *X V.max

4” értékeket azA fenti egyenlet alapján az 

yry *rtékek füg-vényében ábrázolva, egy olyan egyenest 
kapunk, melynek iránytangense KMAmaX $ es ordinátán va- 

1<5 metszéspontja l/vma3Cí mig az abszcisszán való met­
széspontja -l/K,,.

XII. táblásat
i

/!/'■> perc*1/

1.
S

/x ío 'м/
í1

1,808
1,718

1,617
1,377
1,221

2,50
2,00
1,00
0,66
0,50

*

A grafikon alapján kapott értékek*
XI-XII.-14. ábra táblázat

1 e 1,21
max

К №max

0.41
Г,“ВД хТГ^Т = 0.202 х 10"7„.км
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л. в ubsátrát koncentrációt 11 vei6 Пегая 'brra ílácti

-ir.eweaver - лдгк rjrafikua mááBr.orável

í - ■

A reakciáele^y tartalmazott 3,3xl0~7 KI Z1^1!/; 

1,0x10*^ E’’TA| 3,5xlO~7M H20p; 0t5 acetnt puffer 

pH 5,0 ; tormapcroxlгав 1,OxlO*0..: öestron változó 

mennyié 5.'ét, A v ígt írfogat 5 ml volt.

14. ábra
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д ^11 ье íplil- g nek : *&е az öestradiol» mint agub- 

aztrdt koncentr ció.lát'l a tornaperoxidág enzlLiiál

XIII. táblázat

üeazakt.-H Beépülde Beépuláei
eebeerág

/V/
%/perc

Extr.-H. Beépülés?
mértéke

Szubost.
cc. -K
/2/

-XlQ~6;.; /орт/ / срт/ Я%

16 541 16,71.0 2 772 11,5 0,191

16 7012,0 3 409 20,4 15,2 0,253

3,0 15 877 3 538 22,9 17,7 0,295

16 8374,0 4 750 28,2 23,0 0,383

5 856 36,915 8435,0 31,7 0,529

15 637Kontroli 822 5,2

H e Hatten 12б /срт/
A renkcié idegei 60 perc, 25 Cu-on.

A : ichaells áll?’, dá kiezámltáoat

1
/-Х lO"óLi//1/% perc"1/

5,23

3,95
3,38

2,61

1,88

1,0

0,5 0 

0,33 

0,25 

0,20

XIV. táblázat
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Л eautieztr t koncentrációt "1 való ftUtrxn? ábrnzol.áaa 

lineweaver - ]urk ;nrafikus monger.ível

I

"i;í

A reakcióelegy tartalmazott 3»Зх10”^Л KI Z^1I/* 

1,0x10*^ 3DTA; 3*5x10*"^ *‘2^2* ^*^5 I* acetat puffer 

pH 5*0* tornup roxid'z 1,0х10"6Г.: öeztracliol változó 

mennyiedét* A végtárfogat 5 ml volt.

15. ábra

■*
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A grafikon alapján kapott Irtékek* 

*5* ábra XIII- XIV. táblásat

1 1*70■
MX

«*» » 0,475
П

$л*u
v)max

0.208 x 10"^1

*

»■■
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9. TP katalizálta .lobid oxidációi 'nak néríre cnekt-o -

A peroxidÍ2ok réezt vesznek a t1odid oxidáláeá- 

ban* és lg majd keletkezik* As кеreвеге igen ér­
zékeny a e ektrofotoi etriáe mód szer* Az I3 -пак 353 

nm-nél intenzív elnyelési sávja van* A moláris ext. 

koeff* 22900 - 055 /Alexander 1962/, A keletkezett 

arányos a peroxidáz koncé t rációjával megfelelő férc­
ei tartományban* /16* ábra áe XV* táblázat/*

XV. táblázat

IQ”'0
— t*

ÍOT9?-: TP
Ext.

keletkezettTPXeletkezettIdő
I^/xlO"9 / I~/xl0~9/

0, 395 3,)7 0,324,130**

o,650,0150,32 9,81,

0,028 1,21*30*» 0,35 11,5

1,750,042* 0,40 12,1

0,61 2,412,7 0,0552*30*»

0,067 2,93* 9,73 13,2

0,86 3,513,7 0,0813*30 *»

4,10,89 13,9 0,0954*
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octroi
Ext.

KeletkezettId'
ir/xio**9::/

о,ооб 0,261*

2» 0,013 0,57

3* 0,02 0,87

4* 0,023 1,0

A kontrolnál ensira helyett desstill Ált vizet ad- 

—Й.tunk» A 1 x 10 . -os Г? oldatnál a reakeiáele-y irren

Korean, szinte a hozzáadáf* pillanatÁban ner:eötéte­
det t, ezért ennél a koncentrációnál nem mérhető a 

mennyisége.

Esen mérések, azt bizonyítják, hogy a jodbeépitáe 

eor m a tornaperoxldáz I“ -at termel.3



- 51 -

TP katalizálta .lodid oxidációjának /1^/ mérése 

n-oktrofoto ebriós nSdggerrel

*
44 I4

16. ábra
A reakciódé у tartalmazott 3»5xlO~^I.Í ügOg-t; 3*3x10“^. 
KI; lxlO"6M EDÍA-t; 0,05 U acetét puffert pH 5,0; TP 

változó mennyiségét /A»1x10”9M TP, B«lxlO~loM TP/;
К « kontrol /enzim nélkül/
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III* A kísérleti eredmén:~ek ?rtékeléee

Az irodaira! a «tokkal egybehangzóan kimutattuk, 

hogy a lakto /LP/ és a tormaperoxidaz /ТР/ beépíti a 

Jódot a tirozin molekulába.
A Jódozáei reakciót ináé ezubeztrátokon is elvé­

geztük és megállapítottuk, hogy as hP ill. a TP képes 

nem specifikusa Jódot beépíteni öestrónba ée az ösz- 

tradiolba*
A Jódozáei reakció meghatározott enzim koncentrá­

ciónál optimális* Eb TP-nál 1 x ÍO”8^, a LF-nál 4 xlO*8« 
os higitáenál volt optimális. /3-4. ábra. III.-IV* táb­
lázat/.

Ez az optimum azonos az al az eredménnyel, asiit a 

tirozin Jádozáeánál észlelt ink.
Az LP enzim esetében a Jódbeépitée időben gyorsab­

ban következik be mint a TP—nál. Az LP-nál már 10 perc 

alatt eléri a telítési maximumot, nig a TP-nál 30»6í) 

percre van szükség. /5-6. ábra, V.—VI. táblázat/*
A Jódbeópillée nagysága fiigg a reakcióban résztve­

vő ezubsztrátok /ílgC^í .jód; öeztron vagy öeztradiol/ 

koncentrációját 51, melyek közül meghatárostűk a H^Op,
valamint az Srztron ée 0sztrádiói koncentráció hatását 

131a I izotóp beépülőéi sebességére a keletkezett t r- 

raékben T? enzim Jelenlétében

Az optimális H^Og koncentráció öeztrormál 1,75 x 

10“7S ősztrádióinál 2.8 x 1Э“*7И. /IX.-X* táblázat, 

ábra/.

• •

13.
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A beépülés maximumát az ö ez trónnál 2,0 x
10"7М, ahol az elegy jód isot>p tartalmának 43,9 %-e 

épül be, érték grafikus módszerrel meghatározva* 

0,202 x 10“7M i ’/nas 0,826 x 10~7i£ /XI.-XII. táblázat, 

14, ábra/*
Az 5aztrádiói optimális koncentráció,ja a jódbe- 

épíllée szempontjából 5*0 x 10"*^., mely koncentrációnál 

az elegy izotóp tartalmának 31*7 ?>~a épül be,
X.* : 0,208 x 10"5ГЛ; Y 0,580 x 1<Г5М /XIII,- XIV.

i'. Шил

táblázat, 15, ábra/*
A K„ értékek nagyságát öeezeh eonlitva megállapít­

ható, hogy az bsztron 100 x nagyobb aktivitást mutat a 

reakcióban, azaz a jódbeépitée az ö az trónnál relative 

könnyebb óe nagyobb mint az öeztradiolnál. A különbség 

valószínűleg a ezubsztrát-enzim komplex stabilitásbeli 
különbé 'géb51 származik. Azonos idő alatt az öeztronmíl 
a jód iS-ое beépül 'se magasabb /43.9 о/, mint ösztradiol- 

nál / 31.7 $ /.
A radlokromatograra ás a vikonyr teg kromato -ráfié­

val nyert R^-eket összehasonlítva megállapítható, hogy 

a 1 '^1 legnagyobb részt a C-2-ee helyzetbe épül.
/ 7-10 ábra /.

A nitro öezbrossokkal végzett mérés is bizonyítja 

azt, hogy a C-2 helyzetbe törtért a beépülés /VII. táb­
lása t/m
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Irodalmi adatok szerint a C-2-es szubsztitúció 

inaktiválja a fenol szterőidókat /2-hidroxi öeztron 

ée 2 hidroxi őszt rádiói/. A C-2-ee Jód ösztrogériek ak­
tivitása is század része a kiindulási anyaiak, de nem 

bizonyított az* hogy az élő szervezetben jód beépülés­
sel inaktiválódnak a fenol ezteroidok.

A preparált Jód ösztrogének azonban jól felhasz­
nálhatók ,jelzett fenol ezteroidok elóállitásíira, arae- 

lyek fiziológiai kísérleteknél előnyösen al'almazha - 

tők.
A TP oxidálja a J“-ot —á, ami spektrofotomet­

riásán mérhető. A keletkező arányos az enzim kon- 

eentr'ciőJóval megfelelő mérési t ar t «hiányban /16. áb­
ra* XV. táblázat/.

összehasonlító vizsgálatokra előállítottuk ég a 

következő fenol szterőid származékokat* 2 nitro üez- 

tront; ösztradiolti 4 nitro öeztron és öeztradiolt;
2 amino öeztron ée ösztradiolti 4 amino öeztron ée öez­
tradiolt; 2 hidroxi öeztron és ösztradiolti 4 hlcroxi 
öeztron ée öeztradiolt.



- 55 -

-Irodaloa-

Alexander N.H. and Scheig R. :
Anal, Biochem. 22. 187, /1968/

Alexander K.M.:
Anal, 3iochetr;, j|. 341, 1962,

Barman T.E,:
Enzyme Handbook 7ol.I, Springer-Verlag 3erlin, 

Heidelberg Hév; York, 1969,
Зауре G,S, and Morrison L.:

ivreh* Biochem, Siophye. 145, 143-148, 1971, 
Goval 1.1,1, and Taurog A. s

J. Bioi. Chem. 242. 5510. /1967/
Covelli I, and Wolff J.s

Biochemistry Д. 8б0, /1966/
Gáspár Ze.:

Biokémia, Bp. 1968. ifiezágazcaeági Kiadó,

Glick D.:

'ethode of Biochemical Analysis Vol.I.lnt rs- 

cience Pubhliehvre. líew York, London 1954, 
Graubard M. and Pincue G. :

Proc. Hat. Acad. Sei. Wash, 27. 149, /1941/ 

Graubard M, and Pincus G. s
Endocrinology. 30. 265. /1942/

De Groot I»,I, and Davie A.í/I. :
Endocrinology. 22* 492. /1962/



ч - 56 -

3rovvn F.S. and Eberwein II* *• orris F,RHager L*P • t• *

J. Bioi. Chem. 241. 1769. /I960/
Schiedt U.*ЩПшагл - Elies, Hillaarm A

Z. Eaturforsch. O.b. 436. 1953.

• »

Hillniann - Elles A.:

Z. Iiaturforech• Ю. b> 361. 1955.

Hosoya Г.:

J. Biochen. ^3. 381. /1963/

Hosoya T. í

JV Bioi. Chem. 242. 2828. /1967/ 

Jolin T. and De Escobar Q.&.s
3iochem. J. 125. 8Ő9. 1971. 

Klebanoff S.I. and Segal S.I. :
J. Bioi. Chem. 235. 52. /I960/ 

Klebanoff S.I Yip C.C. and Kessler D.s 
Bioehiia. 'íiophye Acta. 56. 563. /1362/

• •

LJunggren I.G.s
Biochim, Biophye. Acta. 113. 71. /1966/ 

Maguire R.I. and Dunford H.B.x
Biochemistry 11. 937. 1972.

■ archalonie I. I. s
ßBiechem. J. 124. 921. 1972. 

at ко vice В Kovács F..:•»

KieJrl. Orvoetud. X. 92. /1950/
Latkovics 3., Rákonсгау Z. , Rajkl S.S., Baláspiri L.s 

Steroidologia 2. 77. 1971.



- 57 -

-íatkovice 3., R.ajkl E.S. , Szónyi G.;

Steroidal ógia Д-egjelenáe alatt 1372/ 

atkovice 3., R-r-onczay Z.# Kov'ce K. *

Steroidol5gia Ле jelenés alatt 1372/ 

bíiyachi Y.:

J. Clin. Endocr. láetab. 3 4» 23* 1972»

.7 orris on Ы*í

Gunna Symposia on Endocrinology 239* /1368/ 

Eorrison M. and 3ayse G.S.í

Biochemistry Д. 2995. /1970/
Liederl J*3. and Vogel H.I. *

J. Am* Chen» Бос. 71» 2556 /1949/
Oven E.s

Bioche-. J* 123. 130p. 1972.
Patton Tad. L*s

J. Org. Chen. 2U 1795. /1Э5Э/ 
Polis 3* D. and* Shmmkler H. I. s

J. Biol. Cher.. 2-01. 475. /1953/

f . •

ftakonczay 2
Biokémiai Tándorgyiil e. 1972. 13. el ’adáe.

Lieeitzky S. and í. ichel ft. :

Hathode Blochern. Anal* I.» 243. /1954/ 

Sanndsre 3.C

Hatkovács 3.s ' í
• t

Roche I•»

Tío .ee-Sie 'le A.G Stark BP.s 

"Peroxidase" London Butterworts /1964/
Schultz J*i

Biochemistry of the pha; ocytic process. Horth-
Holl ,nd Publishing Coiapany-Amst rdaa. 1970.

• • * I



- 58 -

Stahl Eé:
Thin—L .'jer Chroratography. Springer-Verlag Ber­
lin Heidelberg - hew York, /1963/

Taurog and S, , . Howele :
J. Biol. Cheta. 241. 1229. /1966/

Theoreil H* and Akeron A.j

Arkiv. Keisl. Mineral. Geol. 17. В.Ло. 7. /1943./
Thomas I .A. and Hager L.l. s

Biochira. Biophys. Acta 122. 496. /1969/
* щ -

Gilt JL . I

hlettan. Bp. 1958. Medicina, 
erőin H. and C. llolomy*

J. Biol. Chein. 223. 651. /1956/
r erbin H.s

J. 9rg. Cher.. 21. 1532. /1956/ 

esterfeld .:
Blocnem J. 34. 51. /1940/ 

and Sklow J.s

2roc. Soc. Exp. Biol. ed. 43. 629. /1942/

Son lek 3•»

Yip C.C.:

iochir. iophys. Acta. 96. 75. /1955./
Yip C.C. *

'iochim. Biophye. Acta. 122. 436. /1966/

- о - о - о -



Hálás köszönetét mondok dr. Hatkovice óla

egyetemi docens urnák munkám közvetlen irá­

nyításáért, értékes elméleti é© .yukorlati

tanácsaiért. Úgyszintén köszönetét mondok Ko­

vács Katalin e -yeteni gyakornoknak mu. kánhoz 

nyu.1 tott segítségéért.




